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内容の要旨及び審査の結果の要旨
哺乳類中枢神経系の軸索再生は困難であるが、魚類など下等脊椎動物では中枢神経軸索も末
梢神経と同様再生することができる。金魚では､視神経は切断後３～４週間で中枢視蓋に到達し、
約４～６ケ月で視覚が回復する。この視神経再生過程の分子機構を解明するために、金魚視神経
切断後網膜にｍＲＮＡ発現量の増加する遺伝子をクローニングした。体長５～7ｃｍの金魚を使い、
視神経を切断し２～４５日間飼育した。視神経切断５曰自のキンギョ網膜ｃＤＮＡライブラリーを
作製し、正常網膜および視神経切断５日目の網膜から抽出合成したｃＤＮＡをプロープとして、
differentialhyblidization法でスクリーニングし、６個のポジティブクローンを得た。これらｃＤＮＡ
をシーケンスしたところ、１個は塩基配列が4520bpで、１０２２アミノ酸残基、分子量約112.8K.ａ
のタンパク質をコードしホモロジー検索および酵素活性部位､膜貫通ドメインなどの特徴より、
キンギョＮａ,K-ATPsealpha3サブユニットをコードしているクローンと判断した。ｍＲＮＡ発現
量は視神経切断後２曰から増加し、５～１０曰でピークを示し、その後約４５曰で正常に復した。
ざらにjnsjmhyMdization法および特異抗体を用いた免疫組織染色法でｍＲＮＡおよびタンパク
質の局在や発現様式を調べた。その結果、正常網膜ではＮａ,K-ATPascalpha3サブユニットは
すべての神経細胞層に弱く発現していたが、視神経切断後５～２０日間では神経節細胞層および
視神経線維層にのみ強い発現増大が示された。一方、ｉｌＷｊｎＤで視神経切断成熟網膜を３～４曰
間培養すると、神経節細胞から神経突起が伸びる。培地に特異的にＮａ,K-ATPasealpha3活性を
抑制する低濃度のウワバイン（50～100ｎＭ）を添加すると、神経突起の伸長が完全に抑えられ
た。また培地からウワバインを除くと、神経突起が再伸展した。
Ｎａ,K-ATPasealpha3サブユニツトは主に神経細胞で発現しＡＴＰを分解しＮａ+、ｒの能動輸送
を行い、膜再分極を維持する機能を担っている。その特異的阻害剤により神経突起伸長が完全
にブロックきれたことは、Ｎａ,K-ATPasealpha3サブユニットがキンギョ視神経の軸索再生伸長
に関与していることを強く示唆する。以上、本研究は神経再生過程の分子機構の一端を明らか
にした価値ある労作と評価された。
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